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La presente invention est relative a des peptides chflatant l'uranium 
ainsi qu'a leurs applications pour la decontamination des sols et des eaux, ainsi que 
pour la detection et le traitement des personnes contaminees par l'uranium. 

L'uranium est normalement present dans l'environnement en 
concentration tres faible, sous la forme d'isotopes 238 (99,27%) et 235 (0,72%) qui se 
decompose* par emission de particules alpha de faible toxicite radiologique ■ la 
forme uranyle (U0 2 -> represente la forme la plus commune de l'uranium dans une 
atmosphere oxygenee. 

Toutefois, dans des sites particuliers, comme pres des mines de 
mineraux d'uranium, des sites de stockage (contrdle nucl6aire ou stockage de muni- 
tions a l'uranium appauvri) ou bien dans le cas d'accident nucleaire, la concentration 
de ce metal pent 6tre beaucoup plus elevee et represente un danger pour 1'homme . du 
fait de son accumulation dans les reins et dans les os : toxicite pour le tissu r6nal et 
developpement de cancers du tissu osseux. 

15 La Elimination des sites et des personnes contamines necessite 

de disposer, d'une part de moyens de neutraliser la toxicite de l'uranium dans 
l'environnement et dans 1'organisme des individus contamines, et d'autre part de 
reactifs de detection, efficaces et specifiques pour ce m6tal. Toutefois, il n'existe pas 
actuellement de moyens efficaces de detection et de decontamination de l'uranium 

20 notamment du fait de 1'absence de ligands specifiques de l'uranium, capables de 
detecter l'uranium (senseur) et de chelater ce metal toxique qui pourrait 6tre present 
dans un environment etfou dans un milieu biologique contamine, afin de realiser sa 
decontamination. 

Le traitement actuel de decontamination des sols est effects princi- 
25 palement par 1'excavation, la recolte et le stockage dans des sites appropries ou par 
I'extraction de l'uranium a Taide d'agents chelatants ; ces traitements physico- 
c^miques sont chers, peu ou pas specifiques et pen adaptes au traitement de surfaces 
contaminees tres etendues et prdsentent en outre un risque de contamination eleve 
pour les operateurs, du fait d'une exposition repetee a l'uranium. Altemativement il a 
30 ete propose d'utiliser des organismes vivants (microorganismes ou vegetaux supe- 
neurs) pour decontaminer les sols et les eaux contamine. par l'uranium. Cette 
m6thode repose sur 1'absorption des m6taux et done sur leur sequestration par ces 
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organismes. Par exemple, des vegetaux sont capables d'absorber les metaux toxiques 
par les racines et de les accumuler dans les feuilles, qui sont ensuite recoltees et 
stockees dans des sites appropries ; les organismes actuellement disponibles ne 
permettent pas une d6contamination efficace des sols et des eaux contamines du fait 
de leurs faibles capacity detraction, de tolerance et d'accumulation de 
concentrations 61evees de metaux toxiques. 

La detection de l'uranium chez les personnes susceptibles d'avoir 
ete contaminees par l'uranium est realis6e ex situ par spectrometrie de masse a plasma 
(ICP-MS) ; cette technique est lourde a mettre en oeuvre et onereuse. 

Le traitement des personnes contaminees par l'uranium est effectue 
par administration d'agents chelatants qui lient l'uranium, favorisant ainsi son excre- 
tion et reduisant par consequent son depdt dans les reins et les os. Parmi les principaux 
agents chelatants de l'uranium, on pent citer : l'acide Methylene triamine pentacetique 
(DTPA), l'acide 5-aminosalicylique (5-AS), l'acide gallique, le sulfocathecole, le 
carboxycathecole et 1 'hydroxypyridinone ; ces agents chelatants presentent 
1 'inconvenient de ne pas 6tre specifiques de l'uranium. 

Differentes approches ont ete ddveloppees pour detecter specifique- 
ment certains metaux, notamment en milieu aqueux ou dans des echantillons 
biologiques : 

- des senseurs chimiques fluorescents (Tsien, 1993 : Fluorescent 
chemosensors for ion and molecule recognition, pages 130-146, Czarnik AW (ed), 
American Chemical Society, Washington DC) ; ces senseurs fluorescents sont 
specifiques du sodium, du potassium, du calcium et du magndsium ; en revanche, 
aucun senseur chimique sp6cifique de l'uranium n 'a ete decrit. 

- des senseurs peptidiques fluorescents (biosenseurs) constitues par 
un peptide d'environ 26 acides amines derive d'un domaine en doigt a zinc ou Zinc 
finger domain, marque par au moins un groupement fluorescent (Walkup et al., 1996 
J. Am. Soc, 119, 3443-3450 ; Godwin et al., 1998, J. Am. Soc, 118, 6514-6515 • 
Walkup et al., 1997, J. Am. Soc, 119, 3443-3540). En prdsence d'ions zinc, ces 
biosenseurs peptidiques se structurent autour du metal et exposent le groupement 
fluorescent a des changements d'environnement qui se traduisent par une variation 
d'emission de fluorescence qui est fonction de la concentration du metal. 



Altemahvement, lorsque les peptides sow conjugues i dcux f,^^ 
appropnes, la liaison du zinc an peptide entratne une modification de eonfonnation 
favorable a „„ tiansfert effieaee d-energie entre les deux fiuorophores (Fluorescence 
Resonance Energy Transfer on FRET), resultant en MM. d'un signal fluorescent 
5 propomonnel » la concentration du metal (Walknp et al., 1996, prfcite). Du fin. de la 
stiucture du domaine en «doigt a zi»c» qui est adaptee a la chelation d'ions * 
geometric tetraedrique, comme le zinc, ces biosensenrs ne permetten, pas la chelation 
de I'uranium, qui sous sa forme uranyle (UO, 2 *) la plus courante en milieu oxygene 
preaente une geometric bipymmidale a base pentagons ou hexagonale avec un' 
1 0 nombre de coordination de 7-8 (uranium VI). 

- des senseurs prot6iques fluorescents, denommds « cameleons » 
consutues par une prot6ine de fusion comprenant successivement de son extremiti 
NH 2 vers son extr6mite COOH : un mutant bleu ou cyan (EBFP ou ECFP, donneur de 
fluorescence) de la proteine fluorescente GFP deriv6e de la meduse Aequorea victoria 
15 la calmoduline (CaM) comprenant les domaines N- et C- terminaux et les sites I et n 
de fixahon de Hon calcium, un peptide de 26 residus se liant a la calmoduline et 
derive du domaine liant la calmoduline d'une kinase de la chaine legere de la myosine 
(MLCK), et un autre mutant vert ou jaune de la meme proteine fluorescente (EGFP ou 
EYFP, accepteur de fluorescence), (Miyawaki et al., Nature, 1997, 388, 882-887) La 
20 haison du calcium a la calmoduline provoque un changement conformationnel dans la 
prot6me de fusion, qui forme un nouveau site auquel se fixe le peptide, et qui produit 
une association entre les deux proteines fluoresced et un positionnement dans 
l'espace favorable a un transfert efficace d'energie du donneur (EBFP ou ECFP) vers 
1'accepteur de fluorescence (EGFP ou EYFP), produisant ainsi une augmentation de la 
15 fluorescence 6mise par 1'accepteur de fluorescence (EGFP ou EYFP) D'autres 
mdicateurs fluorescents « cameleons » plus sensibles et specifics pour une gamme 
de concentrations de calcium plus etendue ont egalement ete obtenus (Truong et al 
Nature Struct. Biol., 2001, 8, 1069-1073). Ce systeme d'indicateur fluorescent qui 
repose sur les variations de conformation induites par la liaison du calcium au 
0 complexe calmoduline-MLCKp est specifique du calcium et ne permet done pas de 
detecter d'autres ions metalliques, comme par exemple l'uranyle. 
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- des ligands peptidiques selectifs de m6taux lourds, derives de 
motifs helice-boucle-helice (Borin et al., Biopolymer, 1989, 28, 353-369 ; Dadlez et 
al., FEBS Lett., 1991, 282, 143, 146 ; Marsden et al., Biochem. Cell. Biol., 1990, 68, 
587-601 ; Shaw et al., Science, 1990, 249, 280-283 ; Reid et al., Axch. Biochem! 
Biophys., 1995, 323, 115-119; Procyshyn et al., J. Biol. Chem., 1994, 269, 1641- 
1647) ; ces peptides presentent une faible structuration de leurs h61ices en milieux 
aqueux, ainsi que de faibles affinit6s pour les metaux divalents (Kd de I'ordre du 
millimolaire). 

- des bacteries contenant un promoteur pouvant traduire la presence 
d'un metal toxique en un signal lumineux (Bechor et al. Biotechnol., 2002, 94, 125- 
132; Lee et al., Biosen. Bioelectron., 2003, 18, 571-577); dans ces systemes, le 
toxique agit comme facteur de stress cellulaire et induit ainsi une expression altiree 
d'une proteine bioluminescente, qui represente le signal detecte ; ces systemes ne sont 
done pas sp6cifiques de 1 'uranium et des metaux toxiques en general. 

II ressort de ce qui precede qu'il n'existe pas actuellement de ligands 
specifiques de l'uranium, capables de detecter (senseur) et de chelater ce metal 
toxique qui pourrait etre present dans un environnement et/ou dans un milieu 
biologique contamine, afin de realiser sa decontamination. La chelation specifique de 
l'uranium dans 1' environnement (sol, eau, ..) et dans 1'organisme vivant est neanmoins 
20 difficile a realiser, du fait de la presence de fort exces d'autres metaux, comme les 
metaux alcalino-terreux ou les lanthanides qui sont competiteurs pour la fixation de 
Puranium.. 

En consequence, les Inventeurs se sont donnes pour but de pourvoir 
a un agent capable de chelater specifiquement l'uranium (VI), sous la forme d'uranyle 
25 (UO z 2+ ). 

De masse 16,7 kDa, la calmoduline est ubiquitaire dans les cellules 
eucaryotes et joue un role important dans la traduction du signal entre differents 
compartments cellulaires medi6 par des variations de la concentration en calcium. En 
reponse a une augmentation de la concentration intracellulaire de calcium, elle subit un 
30 changement conformationnel qui lui permet de lier et d'activer diverses cibles 
prot6iques cellulaires. Ce changement structural est similaire a celui qui est observe 
pour la troponine C et est essentiel dans la contraction musculaire. La structure aux 
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rayons X a ete resolue et montre que la prot6ine presente deux domaines N- et C- 
terminaux, comprenant chacun deux sites de fixation de l'ion calcium du type helice- 
boucle-helice, le motif structural le plus commun pour la chelation du calcium, present 
dans de nombreuses autres prot&nes liant le calcium comme, par exemple, la 
troponine C et la parvalbumine. La structure de ce motif est hautement conservee dans 
toutes les prolines : une boucle de 12 acides amines est encadree par deux h61ices 
alpha ; la boucle coordonne le metal via des residus d'acide aspartique et glutamique, 
ainsi que par un groupement carbonyle du squelette peptidique et par une molecule^ 
d'eau. La structure detaillee du site I de la calmoduline de Paramecium tetraurelia 
(figure 1) montre que le calcium est dans une g 6om6trie en bipyramide a base penta- 
gonale ; les distances Ca-O se situent entre 2,1 et 2,3 A et les constantes de dissocia- 
tion sont de l'ordre de 10 uM pour les sites I et II a basse affinite, et de 1 uM pour les 
sites m et IV a haute affinite. Une cooperation entre ces sites a ete mise en evidence : 
la liaison du calcium aux sites I et E augmente fortement l'affinite des sites m et IV. 
La sequence de la boucle chelatante est tres conservee dans la calmoduline. En fait, 
l'homme et la plupart des vertebres ont la meme s6quence dans cette boucle. 

A partir de la s6quence du motif helice-boucle-helice des sites de 
fixation du calcium de la calmoduline de Paramecium tetraurelia, les Inventeurs ont 
prepare des peptides mutants possedant les proprietes suivantes : 

- ils presentent - sous forme de peptide isole et en presence de 
certains metaux - une conformation ordonnee compatible avec une structure en 
helice-boucle-h61ice, et 

- ils Kent - sous forme de peptide iso!6 ou de prot6ine incluant au 
moins une sequence dudit peptide - selectivement l'uranium dans sa forme uranyle 
avec une affinite elevee (Kd de l'ordre du ^M), et ce mgme en presence d'autres 
metaux, de tampons varies ou d'autres ions physiologiques ou naturels, possedant des 
caracteristiques de coordination proches de celles de l'uranium. 

De tels peptides ou les proteines incluant une ou plusieurs de ces 
sequences peptidiques ont des applications dans : 

- la production de nouvelles bacteries et de nouvelles especes 
veg6tales modifiees exprimant des proteines enrichies en cette sequence peptidique 
douees d'une capacity accrue de fixation, d'absorption et d'accumulation de ce metal 
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- la fabrication de nouveaux senseurs fluoresces peptidiques et 
proteges de 1'uranium, utiles pour la detection specifique de Turanium, notamment 
chez des individus susceptibles d'etre contamines, 

- la production de nouveaux microorganismes modifies qui utilisent 
le peptide specifique de 1'uranium ou la proteine calmoduline, incluant de un a quatre 
sues selectifs de 1'uranium, en tant qu'element sensible pour traduire la presence de 
Puramum en un signal lumineux, et 

- la formulation de nouveaux medicaments pour le traitement des 
personnes contaminees par 1'uranium. 

En consequence, la presente invention a pour objet un peptide 
caractense en ce qu'il possede une structure du type h6Iice-boucle-helice comprenant 
la sequence d'une boucle de la calmodulin incluant au moins une mutation en residus 
neutres s61ectionnes dans le groupe constitue par Ser (S), Thr (T), Cys (C) His (H) 
Tyr (Y), Asn (N) et Gin (Q) d'un, deux ou trois residus d'au moins 1'un des quatre 
sites de fixation du calcium de la calmoduline : 

. site r : residus selectionnes parmi les residus D20, D22 et D24, 
. site E : residus selectionnes parmi les residus DS6, D58 etN60, 
. site JE : residus s61ectionnes parmi les residus D93, D95 etN97, 

- site IV: residus selectionnes parmi les residus D129 D131 et 
DI33, * Ct 

lesdites positions etant indiquees en reference a la sequence de la calmoduline 
humaine (SWISSPROT P02593). 

Selon un mode de realisation avantageux dudit peptide, la mutation 
est de preference une mutation en residus neutres de threonine (Thr), de serine (Ser) 
ou d'asparagine (Asn). 

Selon une disposition avantageuse de ce mode de realisation la 
mutation est de pref6rence une mutation en un residu de threonine du residu D20 D22 
ou D24, une mutation en un r6sidu de threonine, de serine ou d'asparagine des'deux 
resjdus D20 et D24, des deux residus D20 et D22 ou des deux residus D22 et D24 ou 



une mutation en un residu de threonine, de serine ou d'asparagine des trois residus 
D20, D22 et D24. 

Conformement a Invention, pour obtenir un complexe de coordi- 
nation dans lequel 1'uranyle a un nombre de coordination de 7 (geometrie bipyrami- 
5 dale a base pentagonale ou hexagonale), de maniere a fournir a 1'uranyle, en plus des 
deux atomes d'oxygene en position apicale, 5 ou 6 atomes coordinants places aux 
quatre sommets de la « base carree » de la bipyramide, Ie peptide selon Invention est 
modifi6 par rapport au peptide naturel correspondant, pour que le nombre de rfsidus 
d'acides carboxyliques prdsents dans la boucle (D20, D22 et D24, E31) soit diminue 
10 de telle sorte qu'il soit inferieur a 4 en substituant au moins le residu 24 ou deux des 
autres residus par un ou deux residus neutres. 

Sauf indication contraire, les positions des mutations sont indiqu6es 
en reference a la sequence de la calmoduline humaine (SWISSPROT P02593). 

L'invention englobe les peptides d6rives de la sequence de 
1 5 n'importe quelle calmoduline de vert6bre ou d'invertebre: 

Au sens de la presente invention, ladite boucle est derivee d'un des 
sites de fixation du calcium de la calmoduline (site I, H, m ou IV) et la sequence de la 
boucle de la calmoduline correspond a la sdquence de 12 acides amines, situee des 
positions 20 a 31 (site I), 56 a 67 (site II), 93 a 104 (site m) et 129 a 140 (site IV), en 
20 reference a la sequence humaine (SWISSPROT P02593). 

Au sens de la prdsente invention, ledit peptide possedant une sfruc- 
ture du type hflice-boucle-helice derive totalement ou partiellement de la calmodu- 
line. 

Dans le cas ou ledit peptide derive totalement de la calmoduline, il 
comprend les sequences des helices adjacentes auxdites boucles qui sont presentes 
dans les sites I, H, m et IV de liaison du calcium, a savoir les sequences corres- 
pondant a celles situees respectivement aux positions 7 a 19 et 29 a 38 (site I), 45-55 
et 65-78 (site II), 79-92 et 102-111 (site HI), et 118-128 et 138-147.(site IV), en 
reference a la sequence humaine (SWISSPROT P02593). 

Alternativement, dans le cas ou ledit peptide derive partiellement de 
la calmoduline, il comprend les sequences des helices d'une proteine possedant un 
mot,f du type helice-boucle-helice, capable de lier le calcium, comme par exemple la 
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troponine C, la paralbumin, la calbindine, la r6coverine, la neurocalcine, la calpame, 
roncomoduline, ou la proteine sarcoplasmique qui fixe le calcium, les membres de la' 
famille des prot6ines S100 et des protdines VIS et les domaines de fixation du 
calcium dans la myosine. 

Selon un autre mode de r6alisation avantageux dudit peptide, il 
s'agit d'un peptide cyclique possedant des helices incluant chacune une mutation d'un 
residu d'acide amine en un residu de cysteine, lesquelles cysteines etant reliees par un 
pont disulfure, ou d'autres residus permettant un pontage chimique. De preference, 
ledit peptide derive totalement du site I de la calmodulin et possede les mutations 
F19C et V35C ; des peptides cycliques possedant de telles mutations et apres fixation 
de certains metaux presentent avantageusement une structure ordonn6e du type h61ice- 
boucle-helice lorsqu'ils sont sous forme de peptides isotes. 

Alternativement, d'autres modifications qui impliquent une liaison 
covalente ou meme non-covalente, peuvent stabiliser le motif helice-boucle-h61ice et 
1 5 remplacer le pont disulfure. 

Selon un autre mode de realisation avantageux dudit peptide, i] 
inclut egalement la mutation d'un residu -different du ou des residus mut6s tel(s) que 
d6fini(s) ci-dessus- en un residu d'acide amin6 fluorescent, sensible aux variations de 
l'environnement chimique induites par la fixation de l'uranyle, de preference ledit 
20 residu pent etre situe dans la boucle ou dans les helices a une distance infdrieure a 20 
A du site de fixation de l'uranyle. Ledit acide amine fluorescent est avantageusement 
un residu de tyrosine (Y) ou un residu de tryptophane (W) et notamment les residus 
suivants : T26Y, T26W, A15W ou F16W. 

Selon une disposition avantageuse des modes de realisation 
precedents, ledit peptide derive entierement du site I de la calmodulin et presente 
l'une des sequences suivantes : SEQ ID NO:4-7 ou SEQ ID NO.9-12 ; les mutations 
de ces peptides sont illustr6es au Tableau I. 

Selon encore un autre mode de realisation avantageux dudit peptide, 
il est conjugue avec au moins un fluorophore approprie, tel que le dansyle, la' 
30 coumarine, la fluoresc6ine et les derives Alexa au niveau d'un residu d'acide amine 
approprie, par exemple au niveau des positions 15 et 16 sensible aux variations 



25 



conformationnelles et de 1' environment chimique, induites par la fixation de 
l'uranyle audit peptide marque par un fluorophore. 

Selon un autre mode de realisation avantageux dudit peptide i] est 
coupI6 a deux fluorophores differents, respectivement un donneur de fluorescence et 
5 un accepteur de fuorescence, a des positions induisant des variations 
conformationnelles favorables a un transfert d'energie du donneur vers Paccepteur de 
fluorescence (rapprochement des fluorophores), lors de la fixation de l'uranyle audit 
peptide marque par deux fluorophores. 

Parmi les fluorophores, on peut utiliser des prolines fluorescentes 
10 notamment le GFP et ses mutants (EBFP, ECFP, EYFP, EGFP), ainsi que d>autres' 
molecules fluorescentes, derivees d'organismes marins, comme par exemple le 
DsRed, une proteine fluorescente rouge du corail tropical Dixosoma (Bowen B et al 
Photochem. Photobiol., 2003, 77, 4, 362-369), le CopGFP, une proteine fluorescent^ 
verte (green monomeric GFP-like protein), distribute notamment par Evrogen 
15 (www.evropen.com ) ou le PhiYFP, une proteine fluorescente jaune (yellow 
fluorescent protein) distribute notamment par Evrogen (w^evro^c^. 

Selon encore un autre mode de realisation avantageux dudit peptide 
il est associe, par tout moyen approprie, a des molecules permettant le ciblage dans le' 
rem et/ou dans les os, par exemple des molecules scFv specifies, des facteurs de 
20 croissance specifiques ou des peptides specifiques. 

Selon encore un autre mode de realisation avantageux dudit peptide 
d est associe, par tout moyen approprie, a des molecules favorisant son excretion in 
vivo, par exemple a des molecules de polyethylene glycol. 

La presente invention a egalement pour objet un polypeptide 
25 caracterise en ce qu'il comprend la concatenation d'au moins deux peptides identiques 
ou differents, tels que dtfinis ci-dessus. 

De tels polypeptides augmentent 1'affinite pour l'uranium, du fait de 
la cooperation entre differents sites de liaison. 

La presente invention a egalement pour objet une composition 
peptuhque, caracterisee en ce qu'elle comprend un polypeptide tel que defini ci- 
dessus, comprenant la concatenation d'au moins deux peptides identiques ou diffe- 
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rents, tels que definis ci-dessus, associes entre eux par tout moyen approprie et au 
moins un vdhicule convenable. 

La presente invention a 6galement pour objet une proline de fusion 
caracterisee en ce qu'elle est constitute par la fusion en phase de la sequence d'au 
5 moms un peptide tel que d6fini ci-dessus avec la sequence d'une prot6ine ap P ropri6e. 

Conformement a 1'invention ledit peptide est fusionne au niveau 
d'un site permissif de ladite proteine, c'est-a-dire au niveau d'une region de cette 
proteme qui, lorsqu'elle est fusionnee a la sequence d'au moins un peptide selon 
1'invention, confere a ladite proteine de fusion une affinit* et une spdcificite pour 
1 0 l'uranium VI , de 1 'ordre de celle du peptide isole. 

Parmi les proteines appropriees, on pent citer les proteines possedant 
un motif helice-boucle-h61ice, capables de fixer le calcium, notamment la calmoduline 
et les proteines derivees, notamment les senseurs «cameleons », selon le principe tel 
que decrit dans Miyaki et al. et Truong et al., precites. 

Par exemple, lorsque ladite proteine est la calmoduline ou une 
proteine cameleon derivee de la precedente, la sequence dudit peptide est inseree en 
heu et place de la sequence correspondante dans la calmoduline, a savoir a la place de 
la boucle ou du motif helice-boucle-helice natifs (non-mutes). 

Selon un mode de realisation avantageux de ladite proteme de fusion 
elle est conjuguee, par tout moyen approprie a au moins un fluorophore, tel que d6fini 
ci-dessus. De preference, Tune des extremites de la dite proteine est couplee a un 
donneur de fluorescence, et 1'autre exlremit6 est couplee a un accepteur de 
fluorescence. De maniere preferee, ladite proteine comprend a 1'une de ses extremes 
la s6quence de 1'EBFP ou 1'ECFP et a 1'autre extremite la sequence de 1'EGFP ou de 
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25 I'EYFP. 
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Les peptides, les polypeptides et les proteines fluorescents tels que 
definis ci-dessus qui presented une affmite 61evee et une specificity pour l'uranium 
representee des senseurs fluorescents specifiques de l'uranium VI utiles pour la' 
detection et le dosage de l'uranium dans les sols et les eaux contamines, ainsi que dans 
un echantdlon biologique approprie, notamment un echantillon de fluide corporel, issu 
d'un individu susceptible d'etre contamine par l'uranium. 
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En consequence, la pr&ente invention a egalement pour objet 
1'utihsation d'un peptide, d'un polypeptide ou d'une proteine de fusion, tels que d6fi- 
ms c-dessus, ou un peptide selection^ dans le groupe constitue par les peptides 
possedant une structure du type helice-boucle-helice d'une proteine capable de lier le 
calcium, telle que definie ci-dessus, pour la preparation d'un reactif destine a la detec- 
tion des sols et des eaux contamines par ]'uranium, ainsi que pour le diagnostic 
d'mdrvKius contamines par 1'uranium. De preference, lesdits peptides et lesdites 
proteines de fusion sont conjugues a au moins un fluorophore, tel que defini ci-dessus. 

La presente invention a egalement pour objet 1 'utilisation d'un 
pepude, d'un polypeptide ou d'une proteine de fusion, tels que definis ci-dessus ou un 
peptide selection** dans le groupe constitu* par les peptides possedant une structure 
du type helice-boucle-helice d'une proteine capable de lier le calcium, pour la prepa- 
ration d'un medicament destine au traitement des individus contamines par 1'uranium. 

Conformement auxdites utilisations, lesdites proteines capables de 
lier le calcium sont notamment la troponine C ou la parvalbumine. Dans de tels cas, le 
peptide mis en ceuvre, correspond soit a la proteine entiere, soit il contient des muta- 
tions d'au moins un residu de chaque h*lice en un residu de cysteine, de facon a obte- 
nir un peptide cyclique presentant une structure ordonnee du type helice-boucle- 
helice. 

Les peptides selon 1'invention sont prepares par les techniques 
classxques de synthase en phase solide ou liquide, connues en elles-m6mes de 
1'Homme du metier. Les proteines selon 1'invention sont prepares par les techniques 
d'ADN recombinant, connues en elles-memes de 1'Homme du metier. 

En consequence, la pr6sente invention a egalement pour objet une 
molecule d'acide nucteique isolee, caracterisee en ce qu'elle comprend une sequence 
codant pour un peptide, un polypeptide ou une proteine de fusion, tels que defini ci- 
dessus. 

L'invention a egalement pour objet des sondes et des amorces 
caracterisees en ce qu'elles comprennent une sequence d'environ 10 a 30 nucleotides 
adjacente ou chevauchant un motif du type helice-boucle-helice, une des helices ou la 
boucle de ce motif, d'une proteine liant 1'ion calcium telle que definie ci-dessus 
notamment la calmoduline ; ces sondes et ces amorces permettent de detecter/amplifier 
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specifiquement tedi.es mol&llIes d . adde ^ ^ 

rinvention. 
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Les molecules d'acide nucleique selon invention sont obtenues par 
des methodes classiques, connues en elles-memes, en suivant les protocol standards 

™r d6CntS ^ ^ P " * Molecular Biology (Frederick M. 

Wiley and son Inc. Library of Congress, USA). 
Les sequences codant pour un peptide, un polypeptide ou une 
proteme selon 1'invention peuvent etre obtenues par amplification d«une sequence 
nucleique par PGR ou RT-PCR ou bien par criblage de banques d'ADN genomique 
par hybridation avec une sonde homologue. Par exemple, elles sont amplifies par 
PCR a 1'aide d'une paire d Wees appropriee telle que definie ci-dessus. 

La pr6sente invention a egalement pour objet un vecteur recombinant 
eucaryote ou procaryote, caracterise en ce qu'il comprend un insert constitue par une 
molecule d'acide nuclSque codant pour un peptide, un polypeptide ou une proteine de 
fus.on tels que d6finis ci-dessus. De nombreux vecteurs dans lesquels on peut inserer 
une molecule d'acide nucleique d'interet afin de Tintroduire et de la maintenir dans 
une cellule bote eucaryote ou procaryote, sont connus en eux-memes ; le choix d'un 
vecteur approprie depend de Utilisation envisagee pour ce vecteur (par exemple repli- 
cation de la sdquence d'interet, expression de cette sequence, maintien de la sequence 
sous forme extrachromosomique ou bien integration dans le materiel chromosomique 
de l'h6te), ainsi que de la nature de la cellule bote. Par exemple, on peut utiliser des 
vecteurs viraux ou non-viraux comme des plasmides. 

De preference, ledit vecteur recombinant est un vecteur depression 
dans lequel ladite module d'acide nucleique ou l'un de ses fragments sont places sous 
le controle d'elements regulateurs de la transcription et de la traduction approprie, En 
outre, ledit vecteur peut comprendre des sequences (etiquettes ou tag) fosionnees en 
Phase avec 1'extremite 5' et/ou 3' dudit insert, utiles pour Immobilisation, et/ou la 
detection et/ou la purification de la proteine de fusion, du peptide ou du polypeptide 
exprimes a partir dudit vecteur. 

Ces vecteurs son. construits et ultroduits dans des eellules h«tes par 
les methodes classiques d'ADN recombinant et de genie genetique, qui son, connues 
en elles-memes. 
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La pr&ente invention a 6galemen. pour obje. des cellules euearyotes 
ou procaryo.es modifies par un vecteur recombinant tel que defini ci-dessus 

„„„ , U PrfSente invea,ion 3 6gaJement pour ""J" - - -to- 

non-bun,™ Tansgenique, earache en ce qu-il comprend des coMes modifiees par 
5 une moKScule d'acide nucl«que telle que definie ci-dessus. 

La prfeente invention a Element pour objet une plante trans- 
gemque, carac«risee en ce qu-elle co.np.nd des cel,„,e S modifies par une mo,ecu,e 
d acide nucletque telle que d6finie ci-dessus. 

La presente invention a egalenren. pour obje. des cellules pro- 

uramum en un s,gnal lumineux. Pa, example, ,a structure du peptide selon 
1 mventtou pen, to insfrfc dans un rtgulateur qu ^ ^ 

codan. pour u„e proteine biolummesceme, par exemple ,e gene te ; „ de 
urantun, sur ce regular ou represser ainsi modifie perme. la transcription du gene 
e done , expression de ,a proteine biolummesceme, selon un tnecanistne similaire a 
cehu deja deem pour le represser merR sensible au memure (Summers AO e, al 
Annu. Rev. Microbiol., 1 986, 40, 607-634). 

Les cellules proearyotes ou euearyotes modifies par un. moMcule 

20 lr e,,De ' e,le C '' deSS0S « * 

denn.es c-dessus, qui exprtaen. des proves enrichies en ,a sequence pepudiqne 

elon 1 mvenbon, sou. donees d'une capaci.6 accrue dc fixation, 
d accumn adon de ruranium ; elles son. done utiles pour la dacomammauon des sols 
et des fluides contamines par Puranium. 

,. , v ■ , B " COnS<q,,enC<! - Ia P rfsente ^Mo" a Sgalement pour objet 
25 1 u bbsabon des ce U u,es proearyotes ou euearyotes modifiees par une molecule d'aeide 
nuc,e.q„e ,e..e que definie ci-dessus e. des plantes .ransgeniques teUes que definies ci- 
dessus pour la decontamination des sols et des eaux contangos par Puranium 

Les celluJes transforms, telles que dMnis ci-dessus, son. 6 g ale- 

30 7t T P ° Ur ' a Pr0d " CUOn dU M d " » u * <* P^ine 

30 de fusion tels que definis ci-dessus. 
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En outre, les cellules procaryotes ou eucaryotes modifides par un 
promoteur tel que defini ci-dessus sent utiles pour la detection specific^ de 1'unuuum 

En consequence, la prtsente invention a egalement pour objet 
5 1-utu.saUon de cellules procaryote ou eucaryotes modifiees par un promoteur, telle, 
que defines oi-dessus, pour la preparation d'un nSactif destine 4 la detection des sols 
e. des eaux contamines par 1'uranium, ainsi que pour le diagnostic d'individus coma- 
mines par Turanium. 

La presente invention a egalement pour objet un anticorps, caracte- 
10 nse en ce qu'il se lie selectivement au peptide tel que defini ci-dessus, en presence ou 
en rabsence de 1'uranium ; un tel anticorps ne se lie pas a des peptides du type h6Iice- 
boucle-h6hce qui ne possedent pas les mutations telles que definies ci-dessus. 

^invention englobe les anticorps polyclonaux, les anticorps mono- 
clone, les anticorps chimeriques tels que les anticorps humanise,, ainsi que leurs 
1 5 fragments (Fab, Fv, scFv). 

De tels anticorps sont utiles pour la purification et Immobilisation 
sur un support approprie, des peptides, des polypeptides et des prot6ines de fusion tels 
que definis ci-dessus ou pour la detection de 1'uranium dans la forme complexee aux 
pepfides, aux polypeptides ou aux proteines de fusion, tels que d6finis ci-dessus. 

20 La Pr6sente invention a Element pour objet un kit pour la detection 

d'une contamination par 1'uranium, caractSrise en ce qu'il comprend au moins • un 
pept.de, un polypeptide ou une proline de fusion tels que definis ci-dessus, ou bien 
une cellule procaryote ou eucaryote modifiee par un promoteur, telle que definie ci- 
dessus. 
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Outre les dispositions qui precedent, Invention comprend encore 
d'autres dispositions qui ressortiront de la description qui va suivre, qui se referent a 
des exemples de mise en oeuvre des antigenes et des anticorps selon la presente 
invention ainsi qu'au tableau I resumant les sequences de la Demande, dans lequel les 
residus de la calmodulin qui ont ete mute, sont indiquees en gras et soulign6s, et aux 
30 dessins annexes dans lesquels : 
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- la figure 1 illustre en haut la structure tridimensionnelle du site I de 
la calmoduline de Paramecium tetraurelia et la coordination d'un ion calcium - en 
bas, des residus coordonnant le calcium dans les quatre sites, 

- la figure 2 illustre les sequences des peptides derive* du site I de la 
5 calmoduline qui ont ete 6tudies, 

- la figure 3 illustre les spectres de dichroisme circulaire d'une 
solutron 50 uM du peptide cyclique CaMlc en pr6sence d'ions calcium dans MES 10 
mM (pH 6,5), ajoutes a des concentrations egales a 0, 0,2, 0,5, 1,0, 2,0, 5,0, 20 6quiva- 

10 . , . " la figUre 4 iIlustre Ies varia «<™ de 1'intensite de dichroisme 

circulau-e a 222 nmdu peptide CaM-Mlc en fnn^„^ i 

■ y ■ Mlc > en f °nction de la concentration molaire de 

calcium et son adaptation a la courbe d'isotherme de liaison, 

- la figure 5 illustre les variations de 1'intensite de fluorescence au 
maxunum demission en fonction de la concentration molaire des ions Terbium (a 545 

15 nm) et Europium (a 618 nm), ajoute, au peptide CaM-Mlc. L« courbes represented 
les isothermes de liaison adaptees aux points experimental, 

- la figure 6 represente le diagramme de speciation de 1'uranium (VI) 
a une concentration de 1 jiM, 

on K , ' la figUre 7 681 m Mentation schematique de 1 'uranyle dans la 

20 boucle coordinante de la calmoduline mut6e (peptide CaM-M3c), obtenue a partir de 
la structure tridimensionnelle de la boucle de la calmoduline (code PDB : 1EXR), 

- la figure 8 illustre les spectres dichroiques d'une solution du 
peptide CaM-M3c 20 uM dans le tampon MES 1 mM, en presence de 8 equivalents 
de divers metaux, 

25 - la figure 9 i]i ust re )«, spectrei! de flllorescence correspondant au 

htrage par !e peptide CaM-M3c, d'une SoMon 2>0 uM de nitrate d'uranyre dans 1'eau 
a pH 6,5, 

- la figure 1 0 iUustre les speetres de fluoreseenee eorrespondant au 
.Urage par ,e peptide CaM-M3e, dW so.ut.on 2,0 pM de nitrate d-uranyie en tampon 

30 phosphate 1 mM, pH 6,5, 

- la figure 11 illustre la variation de l'intensit6 d'enussion de 
fluorescence (a 520 nm) d'une solution 2,0 uM de nitrate d'uranyle en tampon 
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phosphate 1,0 mM, an fonction de la quantite de peptide CaM-M3c et son adaptation 
avec la relative Equation d'isotherme de liaison, 

- la figure 12 illustre la diminution de fluorescence de solutions de 
nttrate d'uranyle 20,0, 2,0 e. 0,2 pM en presence d'iom metalliques calcium 2,0 mM 

5 magnesium 2,0 mM e, sodium 0,4 mM (e. de tampon phosphate !,0 mM), en fonction 
de la quantite de peptide CaM-M3c. Cette experience mime un titrage de Puranium 
present comme contaminant dans une eau de source, 

- la figure 13 illustre les spectres de titrage par la proteine 
calmodulin, d'une solution 2,0 uM de nitrate d'uranyle en tampon phosphate 1,0 mM 

10 (pH6,5), ' 

- la figure 14 illustre le titrage par SLRT d'une solution de nitrate 
d'uranyle 0,4 uM dans un tampon phosphate 1,0 mM (pH 7,0) par une solution de 
Calmoduline (0 a 8 uM), puis titrage du melange final par du calcium (de 0 a 8 mM) 
Chaque point represente la valeur de 1'intensite relevde au maximum du spectre de 
1'ion uranyle libre en solution corrigee par les variations de I'intensite du tir LASER. 

- la figure 15 illustre les spectres de fluorescence du peptide ligand 
de la calmoduline en 1'absence de la protdine (courbe a traits), en presence de 1 
eqmvalent de calmoduline (courbe continue), avec calcium (courbe a traits et points) 
ou uranium (courbe pointillee). 

- la figure 16 illustre la simulation des points experimentaux obtenus 
dans l'experience de titrage d'une solution d'uranyle 0,4 uM par la calmoduline en 
utmsant le logiciel Dynafit. Quatre simulations ont ete proposees au logiciel' en 
prenant en compte de 1 a 4 sites a haute affinite pour 1 'uranium par molecule de 
proteme. Seule la courbe coirespondant a 2 sites est representee ici car elle seule 

25 conduit a une simulation correcte de l'experience et 

- la figure 17 correspond a la simulation des points experimentaux 
obtenus dans l'experience de competition entre calcium et uranyle pour la 
calmoduline, obtenue par le logiciel Dynafit, en considers que chaque monomere de 
prot6me calmoduline contient deux sites independants 1'un de l'autre. 
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Tableau 



I: Liste des peptides Studies dans la Demande 



N° d'identfflcation 



SEQ ID NO : 1 
SEQ ID NO : 2 



SEQ ID NO : 3 
SEQ ID NO : 4 



SEQ ID NO : 5 



SEQ ID NO : 6 
SEQ ID NO : 7 



SEQ ID NO : 8 
SEQ ID NO :9 
SEQ ID NO :10 



SEQIDNO:11 



SEQ ID NO: 12 



Sequence 



EQIAEFKbAhAL FDKDGDGTITTKEmTV MRQi 
EQIAEFKtAh ALCDKDGDG YITTKFI dTCMB^ ' 



EQIAEFKEAFALQDKDG DG YITTKDLfifHMRRT 



EQlAEFK^hALCTKDGTGYITTKETfiTrMRgT 



EQIAEFKbAFALCNKNGNGYITTKFTCT 



CMRSL 



EQIAEFKEAhAL CDKTGTGYITTKELGTCMRSL 



EQIAEFKEAhALCTKTGDGYITTKFlTyfnMpg 



RRKWQKTGHAVRAIHRI 



EQIAEFKfcAhAL CSKDGSGYITTKFI fiTrMPQi" 
EQI Abh KbAI- ALCTKTGTGYITTKF1 TrreMPoT 



EQIAEFKEAFALQTKDGDGYITTKELfiTnMR.Qi" 



EQIAEFKEAh ALCDKDGTGYITTKFTfifrMRgT 



Nom 

CaM 



CaM-M1c 



CaM-M2c 



CaM-M3c 



CaM-M4c 



CaM-M5c 



CaM-M6c 



MLCKp 
CaM-M7c 



CaM-M8c 



CaM-M9c 



CaM-M10c 



Exemplel : Materiels et M&hodes 
1) Synthese nep tiriiqim 

Les peptides ont 6t6 synthases en phase solide, avec un synthetiseur 
automatique de peptides Applied Biosystems, mod. 433A, et en chimie Fmoc qui 
utxhse ]e groupement fluorenylmethyloxycarbonyle (Fmoc) pour la protection tempo- 
re de la fonction a-aminique des acides amin6s. Les groupements protectees utili- 
ses pour les chames laterales des acides amines ont ete Je tertio-butyle ether (tBu) pour 
les residus Ser, Thr et Tyr ; tertio-butyle ester (OtBu) pour Asp, Glu ; trityle (Trt) pour 
Gin, Asn, Cys ; tertio-butyloxycarbonyle (Boc) pour Lys et 2,2,5,7,8-penta- 
metylchromane-6-sulfonyle (Pmc) pour Arg. 

La reaction de couplage a et6 effectuee en presence d'un exces de 10 
equivalents d'acide amine (1 millimole) par rapport a la r6sine (0,1 millimole). Celle- 
ci a d'abord ete deprotegee du groupement Fmoc par une solution de piperidine 20 % 
La ptpendine en exces a et6 eliminee par lavage au N-m6thylpyrrolidone (NMP) Le 
sum de la faction de deprotection a ete effectuee par detection UV a 305 nm des 
adduxts dibenzoiulvene-piperidine. Parallelement, 1'acide amine a ete dissous dans un 
melange constitud de 1 ml de NMP et de 1 ml d'une solution 1 M de 1 -N-hydroxy-7- 
azabenzotriazole (HOAt) dans du NMP. Une solution de 1 ml de N,N>-dicyclohexyl- 
carbodiimide (DCC) 1 M dans NMP a alors ete ajoutee pour former 1 'ester active de 
l'a CI de amine. Apres 40 minutes, cet ester actif a et6 introduit dans le reacteur 
contenant la resine d6prot6g6e. 
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En fin de synthese, la resine a 6t6 lav6e plusieurs fois au 
dichlorom6thane (DCM). Le clivage du peptide et la detection des groupements 
protecteurs des chaines laterales des acides amines ont 6te effects en conditions 
acides. La resine a et6 mise en suspension (100 ml par gramme de refine) dans une 
5 solution de 81,5 % d'acide trifluoroacetique (TFA), 5% de phenol, 5% de thioanisole, 
5% d'eau, 2,5% d'ethanedithiol et 1% de triisopropylsilane pendant trois heures sous 
agitation a temperature ambiante. Apres filtration sur fritt6, le milieu reactionnel a ete 
precipite a l'ether diisopropylique puis centrifuge Le culot a et6 separe du surnageant 
et dissous dans du TFA. Apres reprecipitation a Tether et cenlrifugation, le culot a ete 

1 0 a nouveau dissous dans de 1' acide acetique 20% puis lyophilise. 

Le produit reactionnel brut obtenu a ete purifie une premiere fois 
sur colonne preparative Vydac C18 phase inverse (1,0 x 25,0 cm) en utilisant un 
gradient 0-60% d'acetonitrile en 90 minutes. Le peptide lin6aire pur a alors et6 
lyophilis^ puis redissous dans 200 ml d'une solution Tris 100 mM, pH 8,0. Un equi- 

15 valent decide 5,5' dithiobis(2-nitrobenzofque) a ete ajoute de facon a conduire a la 
formation specifique du pont disulfure intramoleculaire entre les deux cysteines. Le 
milieu reactionnel a alors ete acidifie puis purifie en utilisant le meme protocole que 
pour le produit brut reactionnel. Les fractions de produit pur ont ete regrouped et lyo- 
philis6es. La purete du produit a ete confirmee par spectrometrie de masse 

20 electrospray. 

Des solutions stocks ont ete preparers par dissolution dans l'eau, et 
les concentrations ont ete determines par spectrophotometrie en utilisant des 
coefficients d'extinction molaire de 1280 IvrW pour la tyrosine, 120 M ^cm" 1 pour 
le pont disulfure et de 5690 M^cm" 1 pour le tryptophane. 
25 2) Metaux 

Tous les sels m&alliques utilises sont des nitrates (>99,9% de puret6, 
Aldrich, France). Les solutions meres sont acidifiees a pH=2 avec de Facide nitrique' 
pour eviter la formation d'hydroxydes. 
3) Fluorescence 

30 Les s P ectre s de fluorescence sont enregistres sur un spectrometre 

Cary Eclipse (Varian, France) equip6 d'un porte-cuve thermostat La longueur 
d'onde d'excitation utilisee est de 280 nm avec des largeurs de fentes de 10 nm en 
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excitata e, de 2,5 „m en emission. ta „ ^ ^ ^ 

nm dans une cuve de 1 cm de chetnin opuque. 

4) s P^°fl»"rimem> Usa a T . m pr „ , n , (SLRT) 

Un laser Nd-YAG (mode.e minilite, CONTINUUM) operant . 266 
5 nm e de„vran, „„e energie de 1 mJ en pulse de 4 na a une frequence de 20 Hz a ete 
ufhse comme source d-excita,io„. Le faisceau a e,e dirige dans une cave en quartz de 
4 ml, pu,s dans ,a celWe de mesure dn spec^uonmefre «FLUO 200. » (Di.or 
France) a ra.de de ,e„ n „es en quanz. La .umiere a alors e«e concent . Penh,! d^un 
polychromateur, e« ,a dicta d„ signal a ere erfccn.ee a Paide d-une barette de ,024 
.0 pho.od.odes refroidies par effet Peltier (-30°C, L-enregisnemen, des spec.es a ete 
riai.se en mteg™, le signa! detecte par les photodiodes pendant une duree de 0 5s Un 
c.rcu,t e,ec*oni,»e synchronise avec ,e LASER a pennis d'effectuer ,a dicta 
apres un dela. de 90 ps pendant une duree de 50ps. LWmble a e,e contrOie par un 
ordinateur (DELL). v 

1 5 5) S^ometrie de mass* ri„ aectnMmTO ,-kqt ^ 

Les spectres de masse du type electospray en mode de dicta 
posmve on, ete enregistres avec un appami, Q-TOF E (MCROMASS). L-echantillon 

A^T^Z^ " SWCe * " ~—» (HARVARD 

APPARATUS). L azote a ete utilise comme gaz de sichage e, de coHision avec une 

3500 kV a ete apphqnee sur ,e capfflaire. Le debi, de solution fchandta . u flx , , 5 
pLmm . Lea spectres represented ,a moyenne de 40 scans enregisWs enue 400 e, 
3000 va/z a une Vitesse de scan de 6 s/scan. 
6 ) DichroisniR circulaire (rr>) 

5 vvONt , ■ ■ ° D OM enre8feWS ^ apf,areil 036 0QHN 

YVON) enmpe d un porte cuve thermostate e« contro.e par un oniinateur utilisan. .e 

log.ce! CDMax. Les composes on, M sohtbUisfe a une concentration de 5 pM dans 
nn tampon MES ImM a pH 6,5. Les spectres on, ft. emegis.es a temperature 
amb.ante entre ,80 nm « 250 nm en udlisan, une cuve de 0,, mm de chemin optique 
. Cheque spectre reprtsente ,a moyenne de 4 accumulations successive* obtenues alec 
nn emps d-integration de 0,5 s e, nn pas de 0,5 nm. Les spectres on, ete lisses en „ti,i. 
sant I algonthme inclus dans le logiciel CDMax. 
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ExemplC 2 : Pr6 P arati «» de peptides cycliques derives du site I de la calmoduline 
et analyse de la chelation des metaux lourds 
1) Preparation de peptides cycliques 

Le peptide lineaire de 33 residus correspondant au site I de la 
5 calmoduline (CaM : EQIAEFKEAFALFDKDGDGTITTKELGTVMRSL, SEQ ID 
NO : 1) teste par dichroisme circulaire, ne presente aucune structure ordon'nee, meme 
mis en presence d'un exces d'ions calcium. A forte concentration (100 uM) il 
s'agrege en solution, vraisemblablement en raison des interactions intermoleculaires 
entre les parties hydrophobes des helices non structures. 
10 E " cons equence, afm d'empecher ces interactions defavorables a la 

formation d'une structure helice-boucle-helice native et stable, des peptides 
comprenant un pont disulfiare reliant les positions 13 et 29 dudit peptide, 
correspondant respectivement aux positions 19 et 35 dans la sequence de la 
calmoduline ont ete preparees. En consequence, des peptides comprenant les 
1 5 mutations Phel 9Cys et Val35Cys ont ete syuth6tis6s. De plus, la mutation Thr26Tyr a 
ete inseree pour, permettre d'introduire une sonde fluorescente dans la boucle 
coordinante, de facon a suivre la fixation du metal. En outre, 1'acide glutamique en 
position 25 du peptide ou en position 31 de la calmoduline a eventuellement ete mute 
en acide aspartique (Glu31Asp). 

20 P e P tide s synth6tises pr6sentent les sequences suivantes (figure 2 

et Tableau I), dans lesquelles les mutations sont indiquees en gras : 
CaM-Mlc : E QIAEFKE AF ALCDKD GD G YITTKELGTCM RS L (SEQ ID NO : 2) 
CaM-M2c : EQIAEFKEAFALCDKDGDGY1TTKDLGTCMRSL (SEQ ID NO : 3) 

25 2) Analyse de la structure et de 1'affinite des peptides cycliques pour les metaux 
lourds (peptides CaM-Mlc et CaM-M2c) 

a) Peptide CaM-MI t>. 

Le peptide CaM-Mlc correspondant a ete synthetise et son affinite 
vis-a-vis de divers metaux testee par spectrometrie de masse, dichroasme circulaire 
30 (DC) et fluorescence a resolution temporelle (SLRT). Les spectres DC enregistr6s en 
presence de 8 equivalents de metaux montrent une bonne affinite pour le calcium, le 
cadmium, le terbium, 1'europium et 1'uranium, ainsi qu'une affinite plus faible avec le 
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coba,.. Aucune interaction n-es, d6,ec,6e avec ,es au,res 6,6men«s de .a co,„nne des 
alcalmo-terreux (Mg, Sr, Ba). 

un sua tr w L r alyM ^ di0hroiSme 0X3 * CaM1 ° *™ba 

un ^ctre *p, qu e tPune stmcture d&ordonnee avec ^ 4 

5 L absence dc s«rucbu-e secndaire a etc confinnee par specroscopie de Llnca 
magnetic nuc,6aire du proton (IH RMN). Par ,, ddition d. ca,cium en aohtdon ,e 
specie DC prend una forme q „i est Wqae dw conformaHon £ 
mtmma . 206 e, 222 nm. Un Mttage de CaM, c par DC a 6,6 a,ors e ff e«u6 a, ,,n,ensi,6 
du stgna, d.chro iq ue a 222 n m a M repo„6e en foncbon de ,a concentration dW 
.0 caictun, a JO u«6s (figure 4 , U ^ d , isothemK de ^ - 

expennrentanx dtoonrre one st oecmom6«rie de 1/, Ca/pepude e« perme, da cLer 
une constante de dissociation Kd de 30 pM. 

nia, ■ SPeCtre * ^ * PePMe e " abSen0e d » montre trois 

p^pnnorpau* a 7 36,8, 9 2 0,7 e, 1227 , 3 ^ correspondan, an pepbde cino, .pratre e, 
15 bo» fots protone, respecbvemem. I^ducbon des concensus croissL en 

744,7, 930,6, , 24 0,5 m/z, cmuparMes avec on comp,exe da 1:, pepbde.ca.ciom e. 
P-sentan , ,e memo fca, de cbarga. Snpposan. ,ue ,e pepbde J. m4w ^ * 
comp.exe on, ,es reponses semb,ab,es de signa,, one cousfcnte de dissociatjon 

w Kd 3o°r; r i ~ whwai * * sci - 2oo °- 9 - ^ 

a une Kd - 30 uM CTableau H), en accord avec .a valour calculee par Je bbage DC 

Des tons lanthanMes on. etc souven. employfa comma modeles du 
ealcmm dana ,es etudes biologies de mo.ecu.es (Linse e. a.., ,. Bio.. Cbem .99, 

2 5 0 uM d 50 "T ^ toSeS * — — * P** CaM-MlcTsoIubo" 
25 20 pM dans , 0 mM tampon MES, pH 6,5, par des sobmons de rerbinm e« diopium 

on, 6,6 execu«6s par fluoresce ,aser r6some dans .e temps (SLRT) (flgure 5) Cebe 
specboscopie es, bas6e « une excitabon du me*,, suivie de .a rZLZ J££ 
do stgna, fluorescent, surmoman, ainsi ,es Hmitadons dues a ,a pr6sence des 
30 JZT7 r nt ; afIU °~ - * ™* ** * vie ma, de La intensij 

bansfert d6nergte par Pintermediaire de ,a Tyr2 0 du pepbde, avec une augment 
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de la fluorescence emise du metal jusqu'a une limite correspondant a un rapport 
lanthanide : peptide de 1 : 1 . Pour le terbium, remission plus forte est situee a 545 nm 
Dans le cas de l'europium, le spectre montre des maxima demission de fluorescence a 
593 et 618 nm. Les mesures d'intensit6 Remission de fluorescence (545 nm pour Tb3+ 
et 618 nm pour Eu3+) en fonction de la concentration en lanthanide et l'adaptation de 
ces donnees avec 1'isotherme de liaison conduisent a determiner les constantes de 
dissociation Kd(Tb3+) = 3,5 uM et Kd(Eu3+) = 0,6. uM (Tableau H). 

Dans le cas des ions uranyles, l'etude de la fixation d'ions uranyles 
au peptide est rendue difficile par la speciation complexe de ce metal dans 1'eau 
(figure 6). En effet, a pH 6,5, le diagramme de speciation montre que les especes 
majorities sont (U0 2 ) 3 (OH) 5 + (67%) et (U0 2 )(OH) + (Wo). A ce pH, il ne reste que 
5% d'ion uranyle U0 2 2+ . L'analyse du complexe formd avec le peptide par spectro- 
metry de masse montre que 1'uranium est coordonne sous la forme U0 2 2+ . Or, toutes 
les especes de Itanium sont fluorescentes, et il devient difficile, par des methodes de 
fluorescence classiques, de suivre une seule des especes P r6sentes en solution. Ce 
probleme a et6 resolu par la SLRT qui repose sur le principe suivant : apres une exci- 
tation par une impulsion laser, la detection de la fluorescence est effectu6e apres un 
delai choisi par l'utilisateur ; un delai de 80 us a permis de s'afifranchir de toutes les 
especes autre que pour la detection. Dans ces conditions instrumental es en 

utihsant une longueur d'onde d'excitation de 266 nm, un titrage d'une solution 2 'uM 
de U0 2 (N0 3 ) 2 a ete effectue par des ajouts successifs d'aliquotes d'une solution 
aqueuse du peptide. Cette experience a permis de determiner une constante de disso- 
ciation K<i de 4,7 uM, Tableau H. 

TabIeaU 11 : C ™ st ™«* de dissociation des complexes formes avec CaM-Mlc en 

milieu aqueux a pH 6.5 




Kd(uM) 



Ca(H) 



30+ l a ' c 



Cd(n) 

8±4 T 



U*(VI) 
4,7 ± 0,6 ¥ 




Tb(HI) 
l,5±0,6 b 



Eu(HT) 
0,6 ± 0,2' 



a Titrage par DC, b. Titrage par SLRT, c. Titrage par ESI/MS 

* L espece titree est 1 'entite U0 2 (OH) + . 

30 b) Peptide CaM-M2c 

Un deuxieme peptide comprenant une mutation additionnelle a 
savoir: la substitution de 1'acide glutamique en position 31 de la sequence de' la 
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2^ ' • r 7 (G,U31ASP) ' " * ta - ' * ^ ebaine 

We par ,a boucie a done una taine plus nnportante. Us mtmes 6ftjdes de Esl/Ms> 
DC, SLRT montre que ca paptida pard Paffinite pour ,ous Ies m4taux ainsi 
qua pour Hon uranyie. Saute son, eonservees las affinitas pour .as ianthanides avac 
das constantes da dissooiabon da 3,5 ± , pM a, 3,2 ± 0,8 pM pour ,a Tertian, a, 
1 buropmm respectivement 

I/ensemble das rasultats montre qua las paptidas aycliquas studies 
eontenan, es ntutabons PhaWCys, Vai35C y s a, Tbr26Tyr a, eventual la ntuta- 

r, • 7" e ' *" ,eSqUe,S ' eS 19 * 35 sont «*« «- - po« 

diduMure, presantent les propri6t6s suivantes : 

- contrairement au peptide lineaire conespondant au site I da la 
eahuodubne (p^ CaM) ^ „ e ^ fc ^ 

so uuon, Ies peptides cycliques synthetic possadan, una suuotura stable du type 
15 hehce-boucle-helice, et 

" Us sont ««»*•« <"= Her de ions metalliquas dont Purcntan VI 
(pepbde CaM-Mla). avac una afflnite aontpantble a ceba de .a cataoduiine native 
pour 1 'ion calcium. 

Ces resultats indiquent egalement que des mutations ponctuelles de 
20 la sequence de la boucle du site I de la calmodulin permettent de faire vaner 1'affinite 
relauve des peptides pour divers ions metalliques. Toutefois, aucun des peptides 
mutants etudi6s ne lie specifiquement 1 'uranium VI. 

EXCmple 3 : ^ peptides cycliques specifiques de Puranium VI. 

1) Synthese des peptides 

* 5 Les peptides synth6tis6s correspondent a des peptides cycliques 

contenant les mutations Phel9Cys, Val35Cys et Thr26Tyr 3 telles que decrites a 
1 exemple 2 ainsi que les mutations additionnelles suivantes : 

- D20T (peptide CaM-M9c) 

- D24T (peptide CaM-MlOc) 

0 - D20T et D24T (peptide CaM-M3c) 

- D20S et D24S (peptide CaM-M7c) 

- D20T et D22T (peptide CaM-M6c) 
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- D22T et D24T (peptide CaM-M5c) 

- D20N, D22N et D24N (peptide CaM-M4c) 

- D20T, D22T et D24T (peptide CaM-M8c) 



De maniere plus precise, les s6quences de ces peptides, dans 
5 lesquelles les residus mute, sent indies en gras, sent representees a la figure 2 et au 
Tableau I. 

line representation schematique de 1'uranyle dans la boucle 
coordinate de !a ealmodniine ntn.ee (peptide CaM-M3e), obtenne a partir de la 



10 presentee dans la figure 7. 
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ImT^T" PeP ' ideS "° Ur — —»<■- (PeP«des 

CaM-M3c, CaM-M4c et CaM-MSc). 

,n * * „ L ' af f W f PePUde CaM " M3C POW diffirents ions mtolliones 

speofroscopiqnes : le dichrolsme circnlaire (DC) et la spec^ne de masse 
electrospray (ESI-MS). 

Les spectres DC et les spectres de masse electrospray (ESI-MS) en 
mode de detection positive ont 6t6 enregistres comme d6crit a 1'exemple 1. 

La figUrC 8 m ° ntre seul 1>a Mt d'™ exces d'uranyle conduit a 
20 une modification du spectre dicteque du peptide. CaM-M3c. Dans ce cas deux 
nouveaux minimas a 207 nm et 222 nm sont observe,. Es sent caract6risti q ues'd'une 
structure secondare ordonn6e en hdlice a. Ce resultat est confirme par Tanalyse ESI- 
MS : seul rajout d'uranyle en solution conduit a 1'apparition d'un pic de masse 
compatible avec la formation d'un complexe 1/1 peptide/U0 2 . 
25 _ ^ Peptides Ca M-M4c, CaM-MSc, CaM-M6c, CaM-M7c, CaM- 

MSc, C aM-M9c et CaM-MlOc ont donne ,es memos resultats en spectroscopie de 
dachroYsme circulaire et de masse (ESI-MS), ce qui indique que ces peptides ne Kent 
pas le calcium, les lanthanides et les autres ions teste, mais seulement ,'uranium (VI) 
3) Analyse de la coordination de I'uranium par le peptide CaM-M3c 
30 a) Probleme a resourire ( * r ^;»f^ n y 

L'analyse de la coordination de 1'ion uranyle par une molecule 
b.olog.que est envisagee a un pH proche de la valeur physiologique, e'est-a-dire 
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eompnse enu, 6 et 8. Or, » ce P H, Pion uranyle „e se prfseme ptas . solmion 

T" S ° U! SCU ' e f0 ™ e UO »*• ™* — '<> forme de different* complexes 
denves de ce eceur mettllique : complexes hydroxos e, carbonates par exemp.e Ce 
pMnomene es, design* sons le term, de speciation. La quanti* de chaenne to 
5 espeees presen.es en solution aqueuse depend de ,a concentration de .Worn, de !a 
concentration des gaz dissons (carbonates), ainsi q ne des paramo thermo- 
dynamiques associes 4 Hon metalKqne. A nne concentration de 1 pM en nraninm le 
dtagramme de speciation (figure 6) montre qne lea espeees majority a pH 6 5 sin. 
les espeees (U0 2)l (OH) 5 *, UOrfOH). et U0 2 (OH)* repentant respectivemen, 52 1 • 
10 16 et 25,3 % de l'U(Vl) en solntion. Les eapenea minoritaires sont VO2 2 *, U0 2 (OHV 
ainsi que des complexes nranium/carbonates. 

Lors d'nne experience de titrage par fluorescence classique, chaenne 
de oes espeees de .'uranium participe a 1'intensi.e globale de fluorescence detectfe 
apris excitation. Le calcnl d'nne consrante de dissociation est des lors impossible 
15 pmsqu-on ne pen, pas isoler la contribution de chaenne des espeees presentes en 
solution. Pour cette raiaon, les ttages on, e« effecmes en ntilisant la resolution 
temporelle, c'est-4-dire la difference du temps de vie de fluorescence de chaenne dea 
espeees misea en jeu, comme decri. a Pexemple 1. En ntilisant nn delai superieur ou 
6gal 4 70 pa entre le tir laser (excitation) et la detection, la seule espece detect es. le 
20 complexe tnonohydroxo U0 2 (OH)* f . 

b) Analyse de la coor dnati^^ pept j de CaAjMc dansdifitets 

milieux " 

*>i) Analyse deja coordination 

L'uranium a 2 uM a ete titr6 par le peptide CaM-M3c dans nn milien 

25 aqueux pur dont le pH est ajuste a 6,5 a 1'aide d'ammoniaque. Les parametres de la 
resolution temporelle (70 us de delai, 100 us de largenr de porte, 0,5 s d« integration) 
permettent de ne visualiser qne 1'espece monohydroxyl6e de Cranium. 

A 1'ajout de quantites croissantes de peptide dans la solution initiale 
d'uranmm, 1'intensite de la fluorescence de U0 2 (OH) + diminue attestant de la coordi- 

0 nafcon du metal au peptide. Le graphe de 1'intensite a 520 nm en fonction de la 
concentration en peptide ajoute pent etre simule par Pexpression theorique corres- 
pendant a Pequilibre chimique mis en jeu, en tenant compte du fait que la concentra- 
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tion de U0 2 (OH) + en solution est 6gale a 11,21% de ru(VI) u constante 

de dissociation correspondant a 1'equilibre U0 2 (OH) + CaM-M3c -> (CaM- 
M3c)(U0 2 ) + OH" est calculee a partir de la simulation : Kd = 3,8 =fc 0,3 uM (figure 9) 

Dans une deuxieme experience, la chelation de l'uranium par le 
peptide a ft* *tudiee dans un milieu tampon phosphate 1 mM, a pH 6,5 Dans ce 
rmheu, Turanyle forme initialement des complexes avec les ions phosphate dont les 
donn6es thermodynamiques sont les suivantes : 



logu^ = 13,7 



HPO* + TJO* ■ HC^HPO, log loK = 7.7 



10 HiPC^ + UQa 2 * = UOjHiPO^ + H* log 10 K=l.i 



Les complexes uranium/phosphate presentent la particularite 
d'augmenter Pintensite de fluorescence de Tion m*tallique alors que les autres ligands 
connus conduisent a une attenuation de la fluorescence. 

Des fractions d'une solution aqueuse du peptide ont fte ajoutes 
success.vement a une solution 2,0 uM de U0 2 (N0 3 ) 2 dans un tampon phosphate 1 mM 
a P H 6,5. Le spectre de fluorescence de Tion uranyle = 266 nm) a ete enregistre 
apres chaque ajout. L'ensemble des spectres obtenus est represent* a la figure 10. 

Le graphe de 1'intensite a 520 nm en fonction de la concentration 
d'uramum ajoutee est alors simule par Hsotherme de liaison correspondant a la 
formation d'un complexe 1/1 entre Cranium et le peptide, selon la relation, deduite de 
l'expression de la constante de dissociation : 



7 - T - CA> ~ -Qmax 

*o — 



4[£/] 



0 



4Cf/]o+ ^~V (4[£/]o+ ^ )2 - I6 ^o 2 



0) 



ou [U] 0 - 2,0 uM, Ka est la constante de dissociation du complexe, et [P] designe la 
25 quanta de peptide ajoute en solution. Les denudes experimentales ainsi que son inter- 
pretation par I'equation (1) sont representees a la figure 1 1. La constante de dissocia- 
tion calculee par cette approche est de 18 uM. 
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La coordination de IWm, par le peptide a element ete etudiee 
en presence d'un melange dWa ions. La composition du ^ rtactiollneI 
con-espond a u n e doyenne de la -.-portion en ions de plusieurs eaux de source 
fa.ca.sea, auxquefles on, e,e retires lea ions carbonates qui son, des inhibi«eurs de 
fluorescence de I'utunyle. La composition exacte du tnilieu Ksti ea, la suivan,e ■ 

[Ca^-IMg 24 ]- 2,0 mM 

[Na*] = 0,4 mM 

[NOjT - (S<Vl = 4,0 mM 
10 pH = 6,5 

Ce mi.ieu ea, arfficiellemen, comamine par des concentrations 
ur^um de plus en plua fciMes (20 pM. 2 pM, 0,2 pM). Dana chacnn des caa le 
pep.de est ajou,e jnaqu-a ob,enir une extinction ,o,a,e de .a fluorescence de Puranmm 

15 Lea constanres de dissociation apparent calculees pour chacun de 

cea titrages son, de ,0 ± ! pM. Biles son, du tnente ordre de grandeur que ,a conacre 
de d-aaoctation caiculee dans l ean deionis6e . pH 6,5 e, en ,at„pon pbosphate. Ceci 
me, en evtdence .'absence de competition e„ti-e U(VI) e, les amres cations metaHiques 

20 c ZZT " ' e M 6 ' li8mdS * Vmmi ™ - = P=PMde 
20 CaM-M3ces, done aelectifdePumniumdana cea conditions. 

Les resultats obrenus montren, que le peptide CaM-M3c qui poasMe 
les mutations D20T e, D24T ea, selectif de Pumnium VI. Dans ,e domle de 
concemrauon etitdiee (0,, pM a 2,0 mM en metaux), ,e peptide CaM-M3c coordine 
uramum aveo une constante de dissociation entie 3,8 e, ,8 p M dans les different* 
nubeux ,es«s. Aucune affinite meaumb.e pour Mg, Ca, Sr, Ba, Eu, Tb n'es, de«ec,ee 

SmmehA.: A^yse de Pin«erac«I„n de Puranium avec ,a cabnoduHne native de 
cerveau bovin ae 

1) Analyse de !a coordination de Puranium par b, calmodulin, de 

cerveau de bceuf. 

30 r 

La coordination de Puranium (sous fcrme d-uran y Ie, 2,0 pM) par la 

pro dtne native en milieu pbospbate ! mM a egalemen, ete emdiee. La complexation 
de 1 uramum a ,a proteine se tiadui, pa, une cbu,e de Pintensite de fluorescence de 
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l'uranyle. Les spectres du titrage sent repr6sent6s a la figure 13. Dans une autre 
expenence, une solution de nitrate d'uranyle 0,4 uM dans un tampon phosphate 1 0 
mM (pH 7,0) a ete titree par une solution de calmodulin jusqu'a une concentration 
proteique de 8 uM. Apres ajout de calmodulin 8 uM, des ions calcium ont ete ajoutes 
jusqu'a la concentration de 8 mM (figure 14). Les valeurs du titrage de l'uranyle par la 
calmodulin ont ete interpret6es en simulant les denudes experimental par un 
systeme ^equations correspondant a un, deux, trois ou qualxe sites independants pour 
1'uramum (figure 16). Le logiciel Dynafit (Kuzmic, P. 1996, Anal Biochem. 237 260- 
273) a ete utilis6 pour ces simulations. Seul le systeme prenant en compte deux sites a 
haute affinite conduit a une simulation acceptable avec des constants de dissociation 
de 3,3 ± 0,4 uM et 0,72 ± 0,2 uM pour chacun des deux sites. Les valeurs de 
competition avec les ions calcium ont ete egalement interprets avec un systeme 
d'equations adaptees et la simulation des points experimental avec ce systeme est 
reportee dans la figure 17. La simulation a ete effectuee en considers qu'en presence 
de 8 uM de calmoduline et de 0,4 uM d'uranyle, chacun des deux sites a haute affinite 
est peuple de maniere 6quiprobable en uranium. U est egalement consider* par 
hypothese que chacun de ces deux sites est independant de 1'autre. La simulation est 
done effectuee par un systeme de quatre equilibres chimiques: deux correspondent aux 
equmbres de dissociation des complexes « site-uranium », et deux correspondent au 
deplacement de Puranium par le calcium dans chacun des sites. La simulation 
confirme qu'un seul des deux sites complexe a Puranium est deplacd par le calcium 
Cec, montre que la proteine calmoduline pent fixer 1'uranium dans des sites de 
complexation du calcium. 

2) Interaction de la proteine avec son Uo» n « p r6senPft ri w 

La calmoduline, en presence de calcium, pent lier et activer une 
grande diversite de cibles. Parmi celles-ci, le peptide MLCKp, de 17 residus et derive 
du domaine Kant la calmoduline d'une kinase la chaine Iegere de la myosine de muscle 
de lapin (CALBIOCHEM) pr6sente la sequence suivante : 
Ac-RRKWQKTGHAVRAIGRL-NH 2 (SEQ ID NO : 8) 

Deux series d'experiences ont ete realis6es pour verifier que la 
proteine peut toujours interagir avec ce ligand en presence de Pion uranyle. 
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Dans une premiere serie, on spectre de fluorescence du tryptophane 
du hgand, dissous 4 la concentration 5 H M dans nn tampon MBS 10 mM 4 pH 6 5 a 
6te enregistrt, comme d€crit4 1'exemple 1. 

L'excitation de la solution a 280 nm permet de deteeter une emission 
a 350 nm, caractorislique d'un tryptophane expos* an solvant aqueux. L'ajout d'un 
eqmvalen, de calmodulins en Pabsence de metaux, conduit a un deplacemen. du 
maxnnum d'emission 4 330 nm ainsi ,u'4 une augmentation de 25% de 1'intensitf 
Cec. montre que la proline interagit avec le hgand, le tryptophane de celui-c, se 
trouvan, alms dans un milieu plus hydrophobe. L'ajou, en solution de 10 Equivalents 
10 de calcium conduit 4 un spectre demission de fluorescence qui presente une intensite 
augmen.ee ( + 20%) et le meme maximum 4 330 nm. Cos donnees son, en accord avec 
l-obtention d-une ahucmre similaire 4 !a s«ru«ure cristallographique du complexe 
pephde/calmoduline obtenue en prisence de calcium (PDB 1CDL). 

La mtme rtalisfe en presence d'uranyle conduit 4 une 

15 extinction totale de la fluorescence du tryptophane du hgand (figure !5). Ceci es, 
compattble avec une structure similaire 4 celle obtenue dans le cas du calcium En 
effet, ce dernier est un metal 4 couche pleine, qui ne prfsente aucune tmnsition 
posstble en fluorescence. Par centre, avec .'uranium, le hyptophanc se dfeexcite via le 
metal qm presente des niveaux d'energie correspondan, 4 une transition fluorescente 
20 L'&mssion detocteo est alors celle du metal (X>450 „) e. non plus celle du 
tryptophane. Ce pbinomtae de tiansfert d'energie montie de plus que Puranium es, 
dam, ce complexe sitae 4 moins de 15 A (distance maximale pour un transfer, 
d Energie) du tiyptophane, ce qui es, en accord aveo les distances mesurees sur la 
structure anx myons X (10 A e, 6,5 A) e*re ,e tryptophane du peptide e, deux des 
25 quatre calcium. 

Ces r&ultats indiquent que des prolines cameleons derivees de la 
calmoduline, comprenant la sequence d'au moins un peptide selon .'invention 
peuvent, en presence d'uranium, fixer le peptide substrat MLCK et que peuvent done 
etre utilises comme biosenseurs sp6cif iqU es de 1'uranium VI. 
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ExempIe 5 ; AnaI y se «™Parative de l'affinite et de la specificite des peptides 
pour 1'uranium et le terbium. 

Les affmites comparees pour U0 2 2+ et Tb 3+ des peptides derives du 
site I de la calmodulin, mutes au niveaux des residus tels qu'indiqu6s dans le tableau 
m ci-dessous, ont 6te mesurees en milieu phosphate 1 mM, P H = 7, par la technique, 
comme decrit a 1 'exemple 1 . 

Les resultats sont presentes dans le Tableau m ci-dessous. 
Tableau m ,; Affmites comparees des peptides pour U0 2 2+ et Tb 3+ 



Peptide I Charge 



CaM-M1c 

CaM-M2c 

CaM-M3c 

CaM-M4c 

CaM-M5c 

CaM-M6c 

CaM-M7c 

CaM-M8c 

CaM-M9c 

CaM-M10c 



4 



1 



1 



Res20 Res22 Res24 Res31 



D 



D 



N 
D 



N 



N 



D 



D 



D 



D 



Kd (uM) 


Kd 


Kd 


uo 2 2+ 


Tb 3+ 


Ca 2+ 


6,8 


4 uM 


30 pM 


>1000 


36 jiM 


>10mM 


18 


15 mM 


>10mM 


26 


12 mM 


>10mM 


9,8 


23 mM 


>10mM 


29 


8,3 mM 


>10mM 


53 


9,3 mM 


>10mM 


54 


18 mM 


> 10 mM 


15 


56 jiM 


>l0mM 


47 


9,5 mM 


>10mM 



Ces resultats demontrent que le remplacement dans la boucle 
complexante de la calmodulin d'un residu D24 par un residu neutre, par exemple 
threonine, ou de deux residus des residus D20, D22 et D24 par deux residus neutres, 
par exemple threonine ou serine, ou enfm des trois residus D20, D22 et D24 par des 
residus neutres, par exemple threonine, serine ou asparagine, induisent une specificite 
pour l'uranyle. Pour ces mutants, l'affinite pour les ions calcium ou lanthanides est 
fortement rdduite a la limite de la detection. 

Ainsi que ceJa ressort de ce qui pr6cede, l'invention ne se limite 
nullement a ceux de ses modes de mise en oeuvre, de r6alisation et d'application qui 
viennent d'etre decrits de facon plus explicite ; elle en embrasse au contraire toutes les 
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variantes qui peuvent venir a l'esprit du technicien en la matiere, sans s'ecarter du 
cadre, ni de la portee, de la presente invention. 



10 



15 



20 



25 



30 



32 

RE VENDIC A TIONS 

1°) Peptide, caracterise en ce qu'il possede une structure du type 
helice-boucle-h&ice comprenant la sequence d'une boucle de la calmodulin incluant 
au moins une mutation en r6sidus neutres selectionnes dans le groupe constitue par 
Ser (S), Thr 00, Cys (C), His (H), Tyr (Y), Asn (N) et Gin (Q) d'un, deux ou trois 
residus d'au moins l'un des quatre sites de fixation du calcium de la calmodulin : 

. site I : residus selectionn6s parmi les residus D20, D22 et D24, 
. site H : residus s61ectionn6s parmi les residus D56, D58 et N60, 
. site m : residus selectionnes parmi les residus D93, D95 et N97, 
. site IV: residus selectionnes parmi les residus D129, D131 et 

D133, 

lesdites positions 6tant indiquees en reference a la sequence de la calmodulin 
humaine (SWISSPROT P02593). 

2°) Peptide selon la revendication 1, caract6ris6 en ce que la 
mutation est de pref6rence une mutation en residus neutres de threonine (Thr), de 
serine (Ser) ou d'asparagine (Asn). 

3°) Peptide selon la revendication 1 ou la revendication 2, 
caracteris6 en ce que la mutation est de preference une mutation en un residu de 
threonine du r6sidu D20, D22 ou D24, une mutation en un residu de threonine, de 
serine ou d'asparagine des deux residus D20 et D24, des deux residus D20 et D22 ou 
des deux residus D22 et D24 ou une mutation en un r6sidu de threonine, de serine ou 
d'asparagine des trois residus D20, D22 et D24. 

4°) Peptide selon l'une quelconque des revendications 1 a 3, 
caracterise en ce qu'il derive totalement de la calmodulin. 

5°) Peptide selon I 'une quelconque des revendications 1 a 4 
caracteris6 en ce qu'il s'agit d'un peptide cyclique possedant des helices incluant 
chacune une mutation d'un residu d'acide amine en un residu permettant un pontage 
chimique, notamment un residu de cysteine, lesquelles cysteines etant reliees par un 
pont disulfiire. 

6°) Peptide selon la revendication 5, caracterise en ce qu'il possede 
les mutations F19C et V35C 
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7°) Peptide selon l'une quelconque des revendications 1 a 6, caracte- 
ris6 en ce qu'il inclut egalement la mutation d'un reside d'acide amine en un residu 
d'acide amine fluorescent. 

8°) Peptide selon la revendication 7, caracterise en ce que ledit 
r6sidu d'acide amin6 fluorescent est un residu de tyrosine ou un residu de tryptophane. 

9°) Peptide selon la revendication 8, caracterise en ce qu'il possede 
une mutation selectionnee dans le groupe constitue par: T26Y, T26W, A15W et 
F16W. 

10°) Peptide selon l'une quelconque des revendications 1 a 9, 
10 caracterise en ce qu'il presente l'une des sequences SEQ ID NO : 4-7 ou SEQ ID 
NO :9-12. 

11°) Peptide selon l'une quelconque des revendications 1 a 10, 
caracterise en ce qu'il est conjugud a au moins un fluorophore. 

12°) Peptide selon la revendication 1 1, caracterise en ce qu'il est 
1 5 conjugue a deux fluorophores differents. 

13°) Peptide selon la revendication 11 ou la revendication 12, 
caracteris6 en- ce que ledit fluorophore est une proteine fluorescente s61ectionnee 
parmi : EBFP, ECFP, EYFP, EGFP, DsRed, CopGFP et PhiYFP. 

14°) Peptide selon la revendication 11 ou la revendication 12, 
caracterise en ce que ledit fluorophore est selectionne parmi le dansyle, la coumarine' 
la fluoresc6ine et les derives Alexa. 

15°) Peptide selon l'une quelconque de revendications 1 a 14, 
caracterise en ce qu'il est associe a au moins une molecule permettant le ciblage dans' 
le rein et/ou dans les os. 

16°) Peptide selon l'une quelconque de revendications 1 a 14, 
caracterise en ce qu'il est associe a une moMcule favorisant son excretion in vivo. 

17°) Polypeptide, caracterise en ce qu'il comprend la concat6nation 
d'au moins deux peptides identiques ou differents, selon l'une quelconque des reven- 
dications 1 a 16. 

18°) Composition peptidique, caracterisee en ce qu'elle comprend 
au moins un polypeptide selon la revendication 17 et au moins un vehicule 
convenable. 
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7°) Peptide selon l'une quelconque des revendications 1 a 6, caracte- 
rise en ce qu'il inclut egalement la mutation d'un residu d'acide amine en un residu 
d'acide amine fluorescent 

8°) Peptide selon la revendication 7, caracterise en ce que ledit 
5 residu d'acide amine fluorescent est un residu de tyrosine ou un residu de tryptophane. 

9°) Peptide selon la revendication 8, caracterise en ce qu'il possede 
une mutation selectionnee dans le groupe constitue par : T26Y, T26W, A15W et 
F16W. 

10°) Peptide selon l'une quelconque des revendications 1 a 9, 
10 caracterise en ce qu'il pnSsente l'une des sequences SEQ ID NO : 4-7 ou SEQ ID 
NO :9-12. 

11°) Peptide selon l'une quelconque des revendications 1 a 10, 
caracterise en ce qu'il est conjugue a au moins un fluorophore. 

12°) Peptide selon la revendication 11, caracterise en ce qu'il est 
1 5 conjugue a deux fluorophores differents. 

13°) Peptide selon la revendication 11 ou la revendication 12, 
caract6rise en ce que ledit fluorophore est une proteine fluorescente selectionnee 
parmi : EBFP, ECFP, EYFP, EGFP, DsRed, CopGFP et PhiYFP. 

14°) Peptide selon la revendication 11 ou la revendication 12, 
20 caracterise en ce que ledit fluorophore est selection^ parmi le dansyle, la coumarine, 
la fluoresceine et les derives Alexa. 

15°) Peptide selon l'une quelconque de revendications 1 a 14, 
caracterise en ce qu'il est associe a au moins un scFv, un facteur de croissance ou m 
peptide, specifiques du rein et/ou des os. 

16°) Peptide selon l'une quelconque de revendications 1 a 14, 
caracterise en ce qu'il est associe a du polyethylene glycoL 

17°) Polypeptide, caracterise en ce qu'il comprend la concatenation 
d'au moins deux peptides identiques ou differents, selon l'une quelconque des reven- 
dications 1 a 1 6. 

18°) Composition peptidique, caracterisee en ce qu'elle comprend 
au moins un polypeptide selon la revendication 17 et au moins un vehicule 
convenable. 
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19°) Proline de fusion, caracteris6e en ce qu'elle est constitu6e par 
la fusion en phase de la sequence d'au moins un peptide selon l'une quelconque des 
revendications 1 a 10, avec la sequence d'une prot6ine appropri6e. 

20°) Proteine de fusion selon la revendication 19, caracterisee en ce 
5 que la sdquence dudit peptide est fusionnee a la sequence d'une proteine s61ectionn6e 
dans le groupe constitue par la calmoduline, les proteines cam61eons derivees de la 
prec6dente et des proteines possedant un motif du type helice-boucIe-h61ice, capables 
de lier le calcium. 

21°) ProtSne de fusion selon la revendication 19 ou la revendication 
10 20, caracterisee en ce qu'elle est conjuguee a au moins un fluorophore tel que d6fini a 
la revendication 13 ou 14. 

22°) Proteine de fusion selon la revendication 21, caracterisee en ce 
que l'une des extremes de la dite proteine est coup!6e a un donneur de fluorescence, 
et l'autre est couptee a un accepteur de fluorescence. 

23°) Proteine de fusion selon la revendication 22, caracterisee en ce 
qu'elle comprend a l'une de ses extremites la sequence de l'EBFP ou l'ECFP et a 
l'autre extr6mite la sequence de l'EGFP ou de l'EYFP. 

24°) Utilisation d'un produit s61ectionne dans le groupe constitue 
par : un peptide selon l'une quelconque des revendications 1 a 16, un polypeptide 
selon la revendication 17, une composition peptidique selon la revendication 18 et une 
proteine de fusion selon l'une quelconque des revendications 19 a 23, pour la 
preparation d'un reactif destine a la detection des sols et des eaux contamine* par 
1 'uranium. 

25°) Utilisation d'un produit selection^ dans le groupe constitu6 
25 par: un peptide selon l'une quelconque des revendications 1 a 16, un polypeptide 
selon la revendication 17, une composition peptidique selon la revendication 18 et une 
proteine de fusion selon l'une quelconque des revendications 19 a 23, pour la prepara- 
tion d'un reactif destine au diagnostic d'individus contamines par l'uranium. 

26°) Molecule d'acide nucleique isol6e, caracterisee en ce qu'elle 
30 comprend une sequence codant pour un peptide selon l'une quelconque des 
revendications 1 a 16, un polypeptide selon la revendication 17 ou une proteine de 
fusion selon l'une quelconque des revendications 19 a 23. 
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27°) Sondes et amorces, caracterisees en ce qu'elles comprennent 
une sequence d'environ 10 a 30 nucleotides adjacente a un motif du type helice- 
boucle-helice ou bien a une des helices ou a la boucle de ce motif, d'une proline liant 
1'ion calcium. 

28°) Vecteur recombinant eucaryote ou procaryote, caract6rise en ce 
qu'il comprend un insert constitue par une molecule d'acide nucl6ique selon la reven- 
dication 26. 

29°) Cellules eucaryotes ou procaryotes, caracteris6es en ce qu'elles 
sont modifiees par un vecteur recombinant selon la revendication 28. 

30°) Organisme animal non-humain transgenique, caracterise en ce 
qu'il comprend des cellules modifiees par une molecule d'acide nucleique selon la 
revendication 26. 

31°) Plante transgenique, caracterisee en ce qu'elle comprend des 
cellules modifiees par une molecule d'acide nucleique selon la revendication 26. 

32°) Cellules procaryotes ou eucaryotes modifiees par un systeme de 
regulation, qui inclut un peptide selon l'une quelconque des revendications 1 a 16 en 
tant que regulateur ou represser d'un gene codant pour une proteine bioluminescente. 

33°) Utilisation des cellules procaryotes ou eucaryotes modifiees 
selon la revendication 29 ou de plantes transgeniques selon la revendication 31 pour 
20 la remediation des sols et des eaux contaminees par 1 'uranium. 

34°) Utilisation des cellules procaryotes ou eucaryotes modifi6es 
selon la revendication 32, pour la preparation d'un r6actif destind a la detection des 
sols et des eaux contamines par ruranium. 

35°) Utilisation des cellules procaryotes ou eucaryotes modifiees 
selon la revendication 32, pour la preparation d'un reactif destine au diagnostic 
d'individus contamines par Puranium. 

36°) Anticorps, caracteris6 en ce qu'il se lie s61ectivement au 
peptide selon l'une quelconque des revendications 1 a 16. 

37°) Kit pour la detection d'une contamination par 1'uranium 
caracterise en ce qu'il comprend au moins : un peptide selon l'une quelconque des 
revendications 1 a 16, un polypeptide selon la revendication 17, une composition 
pe P txd,que selon la revendication 18, une proteine de fusion selon l'une quelconque 
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27°) Sondes et amorces, caracterisees en ce qu'elles sont aptes a 
detecter/ampiifier specifiquement les molecules d'acides nucleiques selon la 
revendication 26, lesquelles sondes et amorces comprennent une sequence d'environ 
10 a 30 nucleotides adjacente a un motif du type helice-boucle-helice ou bien a une 
5 des helices ou a la boucle de ce motif, d'une proline liant I'ion calcium. 

28°) Vecteur recombinant eucaryote ou procaryote, caracterise en ce 
qu'il comprend un insert constitue par une molecule d'acide nucleique selon la reven- 
dication 26. 

29°) Cellules eucaryotes ou procaryotes, caracterisees en ce qu'elles 
10 sont modifiees par un vecteur recombinant selon la revendication 28. 

30°) Organisme animal non-humain transgenique, caracterise en ce 
qu'il comprend des cellules modifiees par une molecule d'acide nucleique selon la 
revendication 26. 

31°) Plante transgenique, caracterisee en ce qu'elle comprend des 
15 cellules modifiees par une molecule d'acide nucleique selon la revendication 26. 

32°) Cellules procaryotes ou eucaryotes modifiees par un systeme de 
regulation, qui inclut un peptide selon l'une quelconque des revendications 1 a 16 en 
tant que regulateur ou represseur d'un gene codantpour une proteine bioluminescente. 

33°) Utilisation des cellules procaryotes ou eucaryotes modifiees 
20 selon la revendication 29 ou de plantes transgeniques selon la revendication 3 1 pour . 
la remediation des sols et des eaux contaminees par 1 'uranium. 

34°) Utilisation des cellules procaryotes ou eucaryotes modifiees 
selon la revendication 32, pour la preparation d'un reactif destine a la detection des 
sols et des eaux contanoines par P uranium. 

25 35 ° } Utilisati ^ des cellules procaryotes ou eucaryotes modifiees 

selon la revendication 32, pour la preparation d'un reactif destine au diagnostic 
d'ihdividus contamines par 1'uranium. 

36°) Anticorps, caracterise en ce qu'il se lie selectivement au 
peptide selon l'une quelconque des revendications 1 a 16. 

30 3?0) Kt P our Ia Action d'une contamination par 1'uranium 

caracterise en ce qu'il comprend au moins : un peptide selon l'une quelconque des' 
revendications 1 a 16, un polypeptide selon la revendication 17, une composition 
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des revendications 19 a 23 ou des cellules procaryotes ou eucaryotes modifiees selon 
la revendication 32. 
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uons 19 a 23 ou des cellules procaiyotes ou eucaryotes modify , 
la revendication 32. ^^aiyotes modifiers selon 
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Boucle 1: D D D T T c 

Boucle 2: D D N T n i? 

Boucle 3: D D N Y S I 

Boucle 4; D D D Q N I 



Figure 1 
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position 7 

CaM-M9c EQXAEFKEAPALCrSi 1 ^^? 1 
CaM-MlOc 
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0263-089-SEQ.ST25 
SEQUENCE LISTING 

<110> COMMISSARIAT A L'ENERGIE ATOMIQUE (CEA) 

<120> PEPTIDES CHELATANT L 1 URANIUM ET LEURS APPLICATIONS 

<130> F263/89FR 

<160> 12 

<170> Patentln version 3.1 

<210> 1 

<211> 33 

<212> PRT 

<213> Artificial sequence 



<220> 

<223> peptide caM 
<400> 1 




Gly Asp Gly Thr lie Thr Thr Lys Glu Leu Gly Thr val Met Arq ser 

20 25 30 

Leu 



<210> 2 

<211> 33 

<212> PRT 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> peptide CaM-Mlc 

<400> 2 
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_ . 0263-089-SEQ.ST25 

Glu Gin He Ala Glu Phe Lys Glu Ala Phe Ala Leu Cys Asp Lys Asp 

1 5 10 15 

Gly Asp Gly Tyr He Thr Thr Lys Glu Leu Gly Thr cys Met Arg ser 

20 25 30 

Leu 



<210> 3 

<211> 33 

<212> PRT 

<213> Artificial sequence 



<220> 

<223> peptide caM-M2c 
<400> 3 

Glu Gin lie Ala Glu Phe Lys Glu Ala Phe Ala Leu Cys Asp Lys Asp 
1 5 10 15 

Gly Asp Gly Tyr lie Thr Thr Lys Asp Leu Gly Thr Cys Met Arg Ser 

20 25 30 

Leu 



<210> 4 

<211> 33 

<212> PRT 

<213> Artificial sequence 



<220> 

<223> peptide caM-M3c 
<400> 4 

Glu Gin lie Ala Glu Phe Lys Glu Ala Phe Ala Leu Cys Thr Lys asd 
1 5 10 15 

Gly Thr Gly Tyr lie Thr Thr Lys Glu Leu Gly Thr Cys Met Arq ser 

20 25 30 

Leu 



Page 2 



0263-089-SEQ.ST25 

<210> 5 
<211> 33 
<212> PRT 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> peptide CaM-M4c 

* 

<400> 5 

Glu Gin lie Ala Glu Phe Lys Glu Ala Phe Ala Leu cys Asn Lys Asn 
1 5 10 15 

Gly Asn Gly Tyr He Thr Thr Lys Glu Leu Gly Thr Cys Met Arq ser 

20 25 30 

Leu 

<210> 6 
<211> 33 

i 

<212> PRT 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> peptide CaM-M5c 
<400> 6 

Glu Gin lie Ala Glu Phe Lys Glu Ala Phe Ala Leu Cys Asp Lys Thr 
1 5 10 15 

Gly Thr Gly Tyr lie Thr Thr Lys Glu Leu Gly Thr Cys Met Arq Ser 

20 25 30 

Leu 

<210> 7 
<211> 33 
<212> PRT 

<213> Artificial sequence 
<220> 
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0263-089-SEQ.ST25 

<223> peptide caM-M6c 
<400> 7 

Glu Gin lie Ala Glu Phe Lys Glu Ala Phe Ala Leu Cys Thr Lys Thr 
1 5 10 15 

Gly Asp Gly Tyr lie Thr Thr Lys Glu Leu Gly Thr Cys Met Arg ser 

20 25 30 

Leu 



<210> 8 

<211> 17 

<212> PRT 

<213> Artificial sequence 



<220> 

<223> peptide MLCKp 
<400> 8 



Arg Arg Lys Trp Gin Lys Thr Gly His Ala val Arg Ala lie Gly Arg 
1 5 10 15* 



Leu 



<210> 9 

<211> 33 

<212> PRT 

<213> Artificial sequence 



<220> 

<223> peptide CaM-M7c 
<400> 9 

Glu Gin lie Ala Glu Phe Lys Glu Ala Phe Ala Leu Cys ser Lys Asp 
1 5 10 15 

Gly Ser Gly Tyr He Thr Thr Lys Glu Leu Gly Thr Cys Met Arg ser 

20 25 30 

Leu 
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0263-089-SEQ.ST25 

<210> 10 
<211> 33 
<212> PRT 

<213> Artificial sequence 



<220> 

<223> peptide caM-M8c 
<400> 10 

Glu Gin lie Ala Glu Phe Lys Glu Ala Phe Ala Leu cys Thr Lys Thr 
1 5 10 15 

Gly Thr Gly Tyr lie Thr Thr Lys Glu Leu Gly Thr cys Met Arg Ser 

20 25 30 

Leu 



<210> 11 

<211> 33 

<212> prt 

<213> Artificial sequence 



<220> 

<223> peptide CaM-M9c 
<400> 11 

Glu Gin lie Ala Glu Phe Lys Glu Ala Phe Ala Leu cys Thr Lys asd 
1 5 10 15 

Gly Asp Gly Tyr He Thr Thr Lys Glu Leu Gly Thr Cys Met Arg ser 

20 25 , 30 

Leu 



<210> 12 

<211> 33 

<212> PRT 

<213> Artificial sequence 
<220> 



Page 5 



0263-089-SEQ.ST25 

<223> peptide CaM-MlOc 
<400> 12 

/ 

Glu Glo lie Ala Glu Phe Lys Glu Ala Phe Ala Leu cys Asp Lys asd 
1 5 10 15 

Gly Thr Gly Tyr lie Thr Thr Lys Glu Leu Gly Thr cys Met Arg Ser 

20 25 30 

Leu 
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